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プログラム カラム カラム温度 昇温 Injection
　温度
プログラム1
プログラム2
プログラム3
3　O／，一ECNSSM
TABSORB
25％一DEGS
160　”v　lgeoc　2　ac／miR
16e　tNt　210℃　2　0C／min
150　’一　21G℃　1　℃／min
250　℃
258　℃
250　℃
3％一一EcNss－M（support：uniport　HP，3mm×2m，ガスクロ工業）、
TABSORB　（3　！Rm　×　2　m，　Regis　Chemical　Ce．）　．
25％一DEGS（Support：Chromosorb　WAW　DMCS，3mm×2m，ガスクロ工業）、
キャリアーガス：窒素、　検出器：水素炎イオン化型検出器．
3－2．　ζ　アミノ糖の分析　】
試料3～5mg　を1mlの　4　M塩酸で100℃、8時間加水分解後、
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減圧下に蒸発乾固した。残渣を2証の0．OlM塩酸に溶解させた後、
Dowex　50（H＋）カラムを用いて、アミノ外画分を得た。アミノ糖は減圧
下に蒸発乾固させた後、Litderitzら76）の方法に従って、　2　mlの炭酸
水素ナトリウム水溶液中20擁　の無水酢酸でN一アセチル化（室温、
1時間）した後、中性糖の場合と同様に、NaBH。で還元後、完全アセチ
ル化して、N一アセチル・アルジトール・アセテートとし、表E一一3に示
したプログラム2を用いるGLC　およびGC／MS　により分析した。また、
PerN　の分析は下記の如く行なった。試料3～5　mg　をRedmond77》の
方法に従い、　0．5m1の10　M塩酸で90℃、　15分聞加水分解後、上
記と同様に、　Dowex　50（H“）カラムによって分画したアミノ糖画聖をN一
アセチル化、還元、完全アセチル化してN一アセチル・アルジトール・
アセテートとし、GLCおよびGC／MS　により分析した。内部標準物質と
してMan　を用いた。
3－3．　ζ　脂肪酸の分析　】
　脂肪酸は、　Haeffnerら78｝の方法に従い、試料5～10　mgを1ml
の4M　塩酸で1◎0℃、4時間加水分解後、さらに4M　水酸化ナトリ
ウム1．67ml　（終濃度：1M水酸化ナトリウム）を加え、引き続き100
℃、2時間加水分解し、加水分解液を塩酸酸性とした後、クロロホルム
により脂肪酸画分を抽出し、　Rietschel　ら79）の方法によりジアゾメ
タン（0～4℃、1分間）でメチルエステルとして表E－3　に示したプロ
グラム3を用いるGLC　およびGC／MS　により分析した。内部標準物質
としてノナデカン酸メチルエステル（ガスクロ工業）を用いた。
3－4．　〔　GC／MS分析　】
　中性糖、アミノ糖および脂肪酸の同定は、GLCにおける各標準物質の
相対保持時間とGC／MS（日本電子　DX－300）により行なった。　GC／MSは
GLCと同じ条件（表E－3）で行ない、　Electron　Impact　Mass　Spectrome
93
try（EI噸S）はイオン化電圧72　eV　で、　Chemical　I◎nization　Mass
Spectrometry（CI噸S＞　は反応ガスとしてイソブタンを用いて行なった。
3－5．　紅　呈色反応　】
　全糖質はDuboisら80｝のフェノール／硫酸法、　HepはOsbom81｝の
システイン／硫酸法、全リンはAlleR　法のHisatsuReら82）による変
法、蛋白質はLowry　ら83｝の方法、　KDOはWeissbach　aftd　Hurwitz9）
のTBA法、ウロン酸はBitter　and　Muir84）のカルバゾール／硫酸法に
よりそれぞれ定量した。KDOおよびウロン酸の呈色反応では、ともに対
象糖以外の糖の存在によっても発色するため、反応液の吸収スペクトル
を二波長分光光度計（日立557型）により測定し、標準物質のそれと比
較した。
4．K　KDO　およびKDOリン酸（X）の　検出　灘
　Xの検出には、　LPS（5　mg）を4N　塩酸（2証）で100℃、　45分
間加水分解後、その遠心上清を蒸発乾固した。残渣は少量の蒸留水に溶
解してHVPEを行なった。また同残渣を　Dre鯉y　ら85｝の方法に従い、
0．05M　炭酸アンモニウム緩衝液（頭9。6，0．5wa・X）中でアルカリ性ホ
スファターゼ（8．oZZRits、　Sigwaa、　T脚e皿一R）を用い、37℃、　16時間
アルカリ性ホスファターゼ処理を行なった後、同様にffVPEによって分
析した。標準として用いたph◎sphgry！KDOは、　Berdetella　pertmpssis
I層菌LPSの同様な加水分解産物からDowex　50（if）　とDewex　1（酢
酸型）を用いるイオン交換クロマトグラフィーにより調製した。
　HVPE　は、　WhfttwaaitR　Ne．1paper上でピリジン／酢酸／水（le：4：86、
v／v／v）　の溶媒系を用い、　50V／備　で50分間泳動した。濾紙上での
KDOおよびX　の検出は、　Warrefi86｝の方法に従い、チオバルビツール
酸試薬により行なった。
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5．　［　LPSの全多糖画分（DPS画分）の調製　】
　LPSのDPS　画分は、　Galanosら87）の方法に基づき、　LPS　を5％
酢酸（10　mg／ml）で　100℃、　2～5時間リピドAの沈殿を生ずるまで
加水分解後、反応液を遠心分離し、その上清を減圧下に蒸発乾固して調
製した。また、遠心沈渣は蒸留水で3回洗浄した後、凍結乾燥してリピ
ドA四分とした。得られたDPS　画分は、1◎mlのピリジン／酢酸／水
（io：4：1000、　v／v／v）　に溶解し、遠心分離により不溶物を除去した後、
Sephadex　G－50ゲルクロマトグラフィーに供した。
6．　紅　ゲルクロマトグラフィー　】
　DPS寒冷のゲルクロマトグラフィーは、　Sephadex　G－5Gカラム（2．6
×106cm、　Pharwaacia　Fine　Che磁cals）　を用い、ピリジン／酢酸／水
（10：4：io90、　v／v／v）で39磁／hrの流速で溶出し、溶出液は3認ずつ
分画した。検出には、示差屈折率計（島津RID－6A型）を用いるととも
に、各フラクシgンの全糖質量および全リン量を測定した。
第一章に関する実験
1．　穰　抗血清の調製　灘
　本研究に使用した菌株に対する抗0血清は、Shimada　a翻S誌麗a短88》
の方法に従い、家兎を免疫して調製した。L5％食塩添加ハートインフ
ュージョン培地で16時間。至適温度で培養した胃体を滅菌生理食塩水
に懸濁し、エ0◎℃、2時間加熱した後、滅菌生理食塩水で3回洗浄した。
洗浄平体は、629n霧　における濁度が1．0　になるように滅菌生理食塩
水に懸濁させ、その0．5ml、L◎m1、2．0磁、4。0撮をそれぞれ4日
間隔で家兎に静脈注射した。最終投与から1週病後に心臓穿刺により全
採血して抗血清を得た。
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2．〔　受身溶血阻止試験　】
　PHI試験はHisatsuneら89｝の方法に従って行なった。　PHI試験に使
用した感作血球は、SRBC　packed　ce11（0．1㎜1｝に250μg／ml　のアル
カリ処理（0．25M水酸化ナトリウム、56℃、1時間）LPS　89）（0．6
ml）を加え、　37℃、　30分間インキュベートして作成した。洗浄液お
よび希釈液としては、0．15mM塩化カルシウム、　0．5醐塩化マグネシ
ウムおよび0．83％食塩を含む　0．25mMバルビツール酸緩衝液（pH
7．4）を用いた。
　PHI試験は抗血清0．1mlに種々の濃度のinhibitor（LPS）溶液0．1
ml　を加え、37℃、　30分間インキュベートした後、感作SRBC浮遊液
（0．2ml）とモルモット補体（1◎倍希釈液、極東製薬工業）　20μ1を加え、
さらに、　37℃、30分間インキュベートした。反応後、　1mlの希釈液
を加え、413nm　における吸光度を測定した。抗血清は100％溶血を示
す最大希釈率のものを使用した。％溶血阻止は下式により求め、各濃度
のinhibitor　溶液の％溶血阻止の値をグラフ用紙にプロットして50
％溶血阻止濃度を求めた。対照としては、抗血清を含まない補体対照と
inhibitorを含まない溶血対照を用いた。
％溶血阻止　＝： 1一
ABS　413　［S］　一　ABS　413　［C］
ABS　413　［H］　一一一　ABS　413　IC］
×　100
ABS　413［S］　：試料の4i3　nmにおける吸光度
ABS　413［H］　：溶血対照の413　nmにおける吸光度
ABS　413［C］　：補体対照の413　nmにおける吸光度
3．　【　生物活性試験　】
intact　LPS　および各種アルカリ処理LPSの生物活性試験は以下の方
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法に従い行なった。
3－1。　〔　リムルスライセートゲル化活性　】
　エンドトキシンフリーの反応用試験管（10×75mm，内径8nem）にLim
ulus　Amebocyte　Lysate（LAL）溶液（和光純薬）を0。1mlずつ氷冷下
分注し、これに注射用蒸留水にて0．0005～0」ngの範囲で段階希釈
した被検液を0．1mlずつ加え、アルミキャップをして静かに混和した
後、　37℃で60分間静置加温した。加温終了後、試験管を取り出し振
動を与えないように注意してゆっくりと180。転倒し、内容物が凝固し
て変形しない場合を陽性（＋）、半流動状にゲル化したものを半陽性（
±）、流動状のものを陰性（一）と判定した。なお、対照として病原性
大腸菌　　Escherichia　coli　O　111－B4　LPS（Sigma社製）、またはLAL
試薬に添付のE．・coli　UKT－B株Lps　を用いた。なお、リムルスライセ
ートゲル化活性試験に用いた器具はすべて180℃、3日間以上加熱し、
エンドトキシンフリーとして使用した。
3－2．　〔　抗腫瘍活性試験　】
　抗腫瘍活性試験は、　Fukushi　らgo）の方法に従って行なった。　Ehrl
ich腹水型腫瘍を用いる試験では、　ddY　系マウスを用い、腫瘍を5x
lO‘～1×105腹腔内に接種し、各LPS　100μgを腫瘍接種の5日前．、
2日前、2日後、5日後、および11日後にそれぞれ腹腔内に投与し、
その平均生存日数：で活性を測定した。
4．【　LPS　の化学処理　】
4－1．　【　弱アルカリ処理　】
LPSの弱アルカリ処理は、　Galanosら8　7）の方法に従い、0。25N　NaOH
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（5mg／ml）中で56℃、　1時間行なった。反応液：は遠心分離（20，000×
g、30分間）により遊離した脂肪酸を除去した。その遠心上清を◎．25
NHCIで中和後、蒸留水にi6時間透析し、透析内液を凍結乾燥して弱
アルカリ処理LPS（0．25　N　NaOH－LPS）とした。
4－2．　K　強アルカリ処理　】
　LPSの強アルカリ処理は、　Tafiamoto　ら9　1｝の方法に従い、4N　NaOH
（20mg／ml）中で100℃、5時間行なった。反応液は姻HCIを加えて弱
酸性とした後、遊離した脂肪酸をクロロホルムで抽出除去し、蒸留水中
にて16時間透析した。透析内液を凍結乾燥し、強アルカリ処理　LPS
（4NNaOH－LPS）とした。
4－3．　K　ヒドロキシルアミン処理　肇
　ヒドロキシルアミン処理は、　Snyder　and　Stephens　92》　の方法に従
い、LPSにヒドロキシルアミン試薬（io　ma・g／wa・1）を添加後、63℃、3分
間加熱処理した。反応溶液を塩酸で酸性とした後、クロロホルムにて遊
離脂肪酸を抽出除去し、蒸留水に16時間透析した。得られた透析内液
を凍結乾燥し、ヒドロキシルアミン処理LPS（NH。OH－LPS）とした。
4畷．　K　ヒドラジン処理　】
　Hase　and　Rietschel　93｝　の方法に従い、試料を真空下50℃、16時
間乾燥後、無水ヒドラジン　（io　mg／ml）を加え、密封容器中にてioO
℃、40　時間加熱した。反応溶液を蒸留水にて40時間透析後、25，000
×g、20分間遠心し、その遠心上清を凍結乾燥してヒドラジン処理LPS
（NH3NH2－LPS）とした。
98
4－5．　【　ナトリウムメチラート処理　】
　ナトリウムメチラートによるエステル交換反応は、Rietschelら7　9）
の方法により、LPSを0。25　N　NaOCH・（2　mg／ml）で37℃、19時間処理
した後、反応液を0．25NHCIで中和した。遊離した脂肪酸をクロロホ
ルムで抽出除去後、蒸留水で16時間透析し、透析内液を凍結乾燥してナ
トリウムメチラート処理LPS（NaOCH、一LPS）とした。
第三章に関する実験
1．　【　ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル
　　　電気泳動　（SDS－PAGE）　】
　LPSのSDS－PAGEは、　Lae醗磁i　94）の方法に従って行なった。　G。4～
4．Omg／mlのLPS溶液100μ1に2％SDS、20％シュークロース、
1％2一メルカプトエタノールおよび0．001％　プロモフェノールブルー
を含む0．1MTris／HCI　buffer（pH　6．8）　1◎9μiを加え、100℃、
5分闇加熱処理した後、この10μ1　をSDS－PAGEに供した。泳動用ゲ
ルとしては、　14％アクリルアミド分離ゲルと4％　アクリルアミド重
層ゲルからなるスラブゲル（13．5cmx12c鵬　xlmm）を用いた。i4
％アクリルアミド分離ゲルは、30％　アクリルアミド9．3ml、　1．875
MTris／Hc1緩衝液（pH　8．8）4．o　ml、　2％sDs　1．o紐および蒸留
水5．5mlの混液に10％過硫酸アンモニウム0．2miとN，N，N’，N’・一
tetra－methyl－ethylene－diaWine（TEMED）20μ1を加えて作成した。　4
％アクリルアミド重層ゲルは、　30％アクリルアミド1．3ml、　◎．625
MTris／Hcl　buffer（pH　6．8）2。oml、2％sDs　o．5ml　および蒸留
水6。1mlの混液に10％過硫酸アンモニウム0，1紐とT脳ED　10μ1
を加えて作成した。泳動用bufferには0．96　Mグリシンと0．5％SDS
を含む0．125MTris　buffer（pH　8．3）を用い、30　mA／ゲルの定電流
にて約5時間泳動した。泳動終了後、重層ゲルを除去し、分離ゲルをエ
99
タノール／酢酸／水（40：10：50、v／v／v）固定液（400　ml）に移し、ロー
タリーシェーカー（TAITEC）を用いて30分間振藍した。固定液をアス
ピレーターにより吸引・除去した後、　14％過ヨウ素酸／エタノール／
酢酸／水（5：40：5：50，v／v／v／v）混液400　mlを注ぎ5分間振盤した後、
蒸留水で各15分、　6回洗浄した。ゲル上のLps　成分の染色は、　Tsai
and　Frasch　95｝の方法に従い銀染色により行なった。染色には銀染色用
試薬キット（第一化学薬品）を使用した。
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